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論 文 内 容 要 旨
目的
Grape Seed Extract (GSE: ブドウ種子エキス ) は，ポリフェノールの一種のカテキンおよびその重
合体であるプロアントシアニジンを主成分とし，強力な抗酸化能をもつ天然抽出物質である。GSE に
よるヒト歯肉線維芽細胞 (hGF) への短時間前処理は，各種ストレス負荷に対する細胞保護効果を示す
ことが報告されているが，この細胞保護効果が GSE の直接的な抗酸化活性によるものか否かの検証は
行われていない。本研究の目的は，GSE 短時間前処理の hGF 保護効果における抗酸化活性の関与を検
証することである。
方法
GSE (Leucoselect®, Indena 社 ) の 1:in vitro 抗酸化活性，2: 各種酸化ストレス負荷 hGF への影
響について，トロロックス (Trolox, Tx) と比較し検討を行った。1: di(phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl)
iminoazanium (DPPH)，スーパーオキシドアニオン (O2
-･)，過酸化水素 (H2O2)，水酸化ラジカル (・
OH)，一重項酸素 (1O2) に対する消去活性を比色定量法および電子スピン共鳴 (ESR) 法で測定した。
O2
-･，・OH および 1O2 の生成系にはそれぞれヒポキサンチン・キサンチンオキシダーゼ反応，大気
圧低温プラズマジェット照射および光感受性物質ローズベンガルへの 532 nm レーザー光照射を用い
た。2: 10% fetal bovine serum 含有 Dulbecco's modiﬁed Eagle's medium を用いて調整した hGF (2 ×
104 cells/ml) を 96 穴プレートに 100 μ l/well 播種，37℃，5% CO2 条件下インキュベーターで培養後
実験に用いた。GSE もしくは Tx を１分間前処理後，酸化ストレスとして 10 mM H2O2 を 20 分間ま
たは酸性電解水を 30 秒間負荷し，1 時間後に細胞内活性酸素 (reactive oxygen species, ROS) を CM-
H2DCFDA (5-(and-6)-chloromethyl-2', 7' -dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester) の蛍光強度
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によって測定，24 時間後の細胞生存性を MTT 法で測定した。1O2 は GSE もしくは Tx 存在下で 1 分
間負荷し，MTT 法のみを測定した。
結果
1:GSE と Tx は DPPH，H2O2，・OH，
1O2 に対して，いずれも濃度依存的な消去活性を示した。O2
-・
に対しては GSE が生成系の酵素反応を部分的に阻害したため Tx との活性比較は困難だったが，両者
とも消去活性をもつことが確認された。2: 各種酸化ストレス負荷で，細胞内 ROS は上昇したが GSE
および Tx はいずれも ROS の上昇を有意に抑制した。また低下した hGF の生存性に対して，GSE は
細胞保護効果を発揮したが，Tx では効果を認めなかった。
考察
GSE および Tx は同様のin vitro 抗酸化活性を示し，各種酸化ストレス負荷 hGF においても同等の
酸化ストレス低減効果を発揮した一方で，細胞保護効果は GSE のみに認めた。このことから GSE の
各種酸化ストレス負荷 hGF に対する細胞保護効果は，GSE の直接的な抗酸化活性に依存しないことが
明らかとなった。
審 査 結 果 要 旨
ポリフェノールは抗酸化作用をはじめとする様々な機能を持ち，そのメカニズムについて，多面的
に研究が行われてきた。本研究は，ポリフェノールの一種であるカテキンおよびその重合体である
プロアントシアニジン（PA）を主成分とし，強力な抗酸化能をもつといわれる Grape Seed Extract
（GSE: ブドウ種子エキス）に着目し，既に報告された GSE のヒト歯肉線維芽細胞（hGF）に対する
細胞保護作用のメカニズムについて検討した。とくに，この細胞保護効果が，ポリフェノールに特徴
的な抗酸化作用と関連しているかどうかについて，代表的な抗酸化剤である水溶性ビタミン E 誘導体
トロロックス（Trolox，Tx）と比較検討している。具体的には，活性酸素種として di(phenyl)-(2,4,6-
trinitrophenyl)iminoazanium（DPPH），スーパーオキシドアニオン，過酸化水素，ヒドロキシルラジカル，
一重項酸素等を対象とし，これら活性酸素種に対する GSE および Tx の抗酸化作用をin vitro および
in vivo で評価することで，GSE の細胞保護効果のメカニズムを考察している。
その結果，in vitro 実験においては，GSE と Tx はともに DPPH，スーパーオキシドアニオン，過
酸化水素，ヒドロキシルラジカル，一重項酸素に対して濃度依存的な消去活性を示すこと，in vivo の
hGF 試験においては，GSE と Tx は共に細胞内活性酸素種を抑制することを明らかにした。加えて，
各種酸化ストレス負荷による hGF 生存率低下に対して GSE は細胞保護効果を発揮するとともに，浸
透圧ストレスにおいても細胞保護効果を発揮することが明らかになったが，Tx においては，本効果は
認められなかった。
本研究によって，GSE および Tx は，ともにin vitro での抗酸化活性，in vivo での細胞内活性酸
素種の低減効果を持つものの，hGF に対する細胞保護効果は GSE のみに認められ，GSE の hGF 細
胞保護効果は，GSE の直接的な抗酸化活性には依存しないことが明らかになった。さらにこの事実
は，GSE 等のポリフェノールのこれまで知られていない細胞保護機能の存在を示唆し，今後，Nuclear 
factor E2-related factor 2（Nrf2）抗酸化ストレス系路や heat shock protein 等の分子シャペロンの関
与等，GSE の新たな細胞作用メカニズムの解明が期待される。
－ 24 －
以上のことから，本論文は博士（歯学）の学位に値するものと判断する。
